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論 文 内 容 要 旨
vitaminkは,古 くよ り血液凝 固因子 の活性 化 に必須 の ビタ ミンとして知 られている。なかで もvitamin
k2同 族体 のひ とつであ るMenaquinone-4は,vitamink1に 比 して吸収 が速 やか で薬効 も強 い ことか
ら,臨 床 の場 に広 く適 用 されている。一方,1960年 代vitaminkに 骨折 の治 癒 を促進 す る効果 のあ る こ
とが認 め られて以来,そ の機構解明 を含 め活発 に検討 が加 え られ るとともに,高 齢化社会 を迎 え る中で患
者 数 が急増 して い る骨粗懸 症 の新 しい治 療薬 と して大 きな期待 が寄 せ られ るよ うにな った。 しか し,
Menaquinone-4に つ いては,こ れ まで ラ ッ トな ど醤歯類 における体内動態 が一部検討 されているにす ぎ
ず,種 差,性 差,年 齢差 をは じめ未 だその動態 に不明な点が多 く,な かで も骨粗懸症治療薬 としての標 的
臓器 であ る骨組織 におけ る体 内動態 はほとん ど明 らかに されて いな い。
以上 のよ うな観点 か ら,Menaquinone-4の 吸収,分 布,代 謝,排 泄の全容 を明 らか に し,骨 粗 懸 治療
薬 として の体内動態上 の特徴 を見 いだす ことを目的 として,本 研究 に着手 した。
生体試料 中menaquinone-4及 び代謝物定量法の確立
これ まで,血 漿 中Menaquinone-4濃 度 の測定法が種 々報告 され て い るが,い ずれ も感度 が十 分 で な
く,多 量 の血漿試料 を必要 とす るばか りか,煩 雑 な前処理操作が不可欠 であ り,多 数検体 の処理 を要す る
体 内動態研究 には不適翅 な ものであ る。 そ こで,新 た に簡 便で高 感度 な血 漿 中Menaquinone-4定 量 法
を開発 した。
すなわ ち,前 処理 操作 に工 夫 を加 え る とともに,こ れ をShinoの 方法 に準 じて オ ンライ ン条 件下 で
Menaquinone-4を 還元 し発蛍光型 に変換後検 出す る蛍光検 出HPLCと 組 み合 わせ た。 本法 は簡 便 なば
か りか200μ1の 血漿 を用 いる ときの定量限界が1ng/m1と 感度 も十分で あ り,UV検 出法 と組 み合 わせ
るとき定量範 囲 は1ng～100μg/mlと 広 いダイナ ミック レンジを有 している。
っ ぎに,本 薬物 の活 性発現 の場 であ る骨組織で の代謝 を検討 すべ く,骨 芽 細胞 中 のMenaquinone-4
及 びその主 た る代謝物 であ るMenaquinone-42,3-epoxideの 同時定量法 の開発 を試み,LC/MS/
MSを 用 いる信頼度 の高 い手 法を確立 した。本法 は,骨 芽細胞 のMeOH抽 出物 を直接LC/MS/MS分
析 に付す とい う簡便 な もので あ り,か っ定量限界がMenaquinone-4で20pg/20μ1,Menaquinone-4
2,3-epoxideで50pg/20μ1と 高感度で あった。
健常動物 にお けるMenaquinone-4の 体 内動態
新規 の ソフ トカプセル処方 で調整 した[14C]Menaquinone-4経 口投与(4mg/kg)後 の ラ ッ トにお
ける体内動態 を検討 した。 その結果,以 下の知見 を得 た。
1)経 口投与 後 の吸収 は速やかであ り,投 与後4時 間 までの消失 は比較 的速 やか であ ったが,そ の後 の消
失 は緩 徐で あった。投与後24時 間 までのAUCは 静脈 内投与時の11,2%で あ った。血漿 中未変 化体 の消失
は総放 射活性の消失 に比べ速やかで あった。
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2)組 織中放射能濃度は投与後4～8時 間に最高値に達 し,投 与後4時 間に肝臓,副 腎,脾 臓で高濃度を
示 した。膵臓,脂 肪では長時間の残留が認められた。投与後4時 間以降の大腿骨海綿骨,大 腿骨骨髄 には
血漿中濃度と同程度以上の濃度が認あられ,骨 組織への移行は良好であった。
3)糞 中の存在形態は未変化体が主であり,こ のほか側鎖部分が酸化された代謝物が存在 した。尿中には
極性代謝物が多かった。組織中では経時的に代謝物の割合が増加 したが,大 腿骨海綿骨,脂 肪では投与後
24時 間でも未変化体が主であった。
4)経 口吸収後の体外への排泄 は速やかであり,投 与後7日 までに投与量の96%が 尿,糞 中に回収された。
主な排泄経路 は胆汁を介 した糞中排泄であった。
5)体 内動態の雌雄差は少なかったが,血 漿中濃度,骨 組織中濃度 は雌の方がやや高かった。
次 にソフトカプセル処方の[14C]Menaquinone-4を イヌに単回あるいは1日1回7日 間反復経 口投
与(4mg/kg)し 体内動態を検討 した。その結果,以 下の知見が得 られた。
1)単 回経口投与後速やかに吸収され,ラ ッ トより数倍高い濃度を示 した。血漿中未変化体の消失 は放射
活性の消失に比べ速やかであった。反復投与により血漿中放射活性は増加 したが未変化体の蓄積は認 めら
れなかった。
2)単 回投与後L5時 間の組織中放射能濃度は,消 化管を除 くと胆嚢胆汁,肝 臓,脾 臓の順 に高 く,胆 汁
排泄の多いことが示唆された。各組織の濃度は経時的に減少 したが,脂 肪では消失が遅かった。反復投与
による組織での蓄積は少なかったが,脂 肪中濃度は単回投与時の10倍 に増加 した。
3)単 回経口投与後の放射活性の骨組織への移行性は高 く,投 与後24時 間の骨髄,海 綿骨では血漿中放射
能濃度の2～3倍 の濃度を示 した。 これらの濃度は反復投与により単回投与時の3～4倍 高 くなった。
4)投 与後1.5時間の主要組織中及び海綿骨中の存在形態は未変化体が主であった。海綿骨中では反復投
与後 も未変化体が主であり長時間未変化体に暴露されていることが示された。 また,そ の濃度 はinvitro
における薬効発現濃度(10-6～10-5M)に 達 していた。
5)単 回及び反復投与後の放射活性の排泄は,糞 中排泄が主であり,投 与終了後7日 までの尿,糞 中排泄
率 は80～86%で あった。未回収の放射活性は脂肪を始めとする各組織中に残留 していると推察 された。
引き続 きMenaquinone-4の 基本的な薬物動態学的特徴について検討を加えた。イヌに摂食下0.4,4,
40mg/kgの 用量で経口投与 したとき,血 漿中未変化体濃度は投与後1～1。5時 間に最高値に達 し,以 後
緩徐 に減少 した。投与後24時 間までのAUCは 投与量の増加に応 じて上昇 した。4mg/kg経 口投与時の
AUCは,静 脈内投与時の13.5%で あり,ま た,市 販のハー ドカプセル剤経口投与時の4.6倍高か った。 ま
た,絶 食下投与時のAUCに 比べ約4倍 高かったことから,食 事によってMenaquinone-4の バイオアベ
イラビリティーの上昇することが示された。
一般 に脂溶性薬物の吸収には胆汁 と脂質を介 した ミセル形成が必要であることが知 られている
。そこで
次 にMenaquinone-4の 吸収に及ぼす脂質の影響について調べるために,脂 肪含量の異 なる食事 を与え
たイヌにMenaquinone-4を 投与 し,そ れぞれの血漿中濃度推移につ いて検討 した。 その結果,食 事 中
の脂肪含量の増加に したがって血漿中濃度が上昇するとともに個体間のバラツキも小さくなることが示さ
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れ,食 事 中 の脂肪含量 がMenaquinone-4の 吸収 に重要 な要因 とな ることを見 いだ した。一方,`π 砒ro
にお け る検討 で は,Menaquinone-4の 局方H液 に対 す る溶 解 度 は,グ リコ ケ ノ デ オキ シ コ ー ル酸
(GCDCA)あ るいはタウロケノデオキ シコール酸(TCDCA)を 添加 したとき著 しく増 大 す るこ とか ら,
Menaquinone-4の 吸収 には食事 中の脂肪含量 に加え,食 事 の刺激 によって放 出 され る胆 汁酸 の寄与 も大
きいことが示唆 された。
本薬物 は主 に高齢の患者 に適用 す ることが予想 され ることか ら,加 齢 によ り体 内動 態が変動 す ること も
推 測 され,事 実 後述 す る病態 モデル動物 による検討で は加齢 とともに血漿中放射 能濃度 の上昇 す る現象 が
み られた。 そ こでその要 因を明 らかにすべ く,ま ず若 齢 ラッ ト(8週 齢)と 加 齢 ラ ッ ト(14ヵ 月齢)に
Menaquinone-4を 静脈内投与 し,血 中未変化体濃度推移を検討 した。 その結果,加 齢 ラ ッ トの ク リア ラ
ンスは若齢 ラッ トの0.6倍 であ り,両 者 の消失速度定数 に差 が認 め られ た ことか ら,主 要 代謝臓 器 で あ る
肝臓 での代謝活 性の低下 が予 測 された。次 に,若 齢 ラ ットと加齢 ラリ トの肝 ミクロ ソー ム画分 を調 整 し,
Menaquinone-4の 主代 謝経 路 で あ る側 鎖酸 化活 性 を比 較 した。 そ の結 果,加 齢 ラ ッ トの代 謝 活 性
(Vmax/Km)は 若齢 ラ ッ トの活性 の0.7倍 に低下 してお り,加 齢 ラッ トの血 中濃度 の上 昇 が主 に肝 臓 に
お ける代謝活性 の低下 に起 因す ることが確認 され た。
病 態動物 にお けるMenaquinone-4の 体内動態
骨粗懸 症 モデル動物 と して主薬効評価 に使用 されてい る卵巣摘除 ラッ トにソフ トカプセル処 方 の[14C]
Menaquinone-4を1日1回10日 間反復経 口投与 し,体 内動態 にっ いて検討 した。
卵巣摘 除手術 を施 した10ヵ 月齢,30ヵ 月齢 のラ ッ ト及 び対照群 として設 置 した同月齢 の偽 手術 ラッ ト及
び7週 齢 の無処 置 ラッ トに['4C]Menaquinone-4を 反復投与す ると,血 中濃 度 は投 与 を重 ね る ご とに
増加 し,7回 投与 まで に定常状態 に近づ いた。卵巣摘 除群 と偽手術群の血 中濃度 には差 はなか った。一方,
ラッ トの加齢 とともに血 中濃度 の上昇が認 め られた。
反復投与後1.5時 間の組織 中放射能濃度 は肝臓で最 も高 く,他 は血漿 中濃 度 と同程度 の 濃度 を示 した。
組織 中濃度 は概 して投与後24時 間には減少 したが,膵 臓,脂 肪,副 腎で は肝臓 に比 べ消失 が遅 か った。骨
組織 では大腿骨骨髄,海 綿骨 で高濃度 を持続 し,反 復投与 による蓄積が認 あ られた。卵巣摘除群 の骨組織
中 濃度 は偽 手術 群,若 齢無処 置群 に比 べ高 値 を示 し,ま た,invitroに お け る薬 効 発 現 濃 度(10-6
～10-5M)に 達 していた。
次 いで卵巣摘 除 ラッ トの最終投与後24時 間の大腿骨 をギ酸/ホ ル マ リン溶液 で脱灰,固 定 し,そ の切片
を ミク ロオー トラジオ グラフィーによ り観察 した。 その結果,放 射 活性 は血管 の周囲 や海綿骨部分 に多 く
認 め られた。投与 した放射活性 が骨代謝の盛んな海綿骨 に局在 して いた ことは,Menaquinone-4の 骨形
成へ の関与 を示唆す る もので あ った。
骨組織で のMenaquinone-4の 代謝
上述 のよ うに経 口投与 され たMenaquinone-4は 未変 化体 の形 で骨組 織 と りわ け骨 代謝 の盛 ん な海綿
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骨 に効率的 に分布 し,ま た反復投与 によ り高濃度 を持続す ることが示 された。 そ こで次 に薬効発現 との関
連 を調 べる目的で,Menaquinone-4の 骨芽細胞 内での代謝 につ いて検討 を加 えた。Menaquinone-4を
ヒ ト骨芽細胞 と10日 間イ ンキュベ ーシ ョン した ときの細胞層中 には,Menaquinone-4に 加 え代謝物 と し
てMenaquinone-42,3-epoxideが 確認された。Menaquinone-42,3-epoxide濃 渡 はMenaquinone-
4の 添加濃度 に亦 じて上昇 し,ま たwarfarinの 併用 によ って も増加 した。以上 の結果 か ら,骨 組織 にお
いてvitaminkサ イクルが回転 してい ることが証明 され,肝 臓 と同様 に骨 組織 にお いて もvitaminkサ
イクル と連動す る γ一カル ボキ シル化が行 われて いることが示唆 され た。
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審 査 結 果 の 要 旨
医薬品 の開発 にあた って,そ の体内動 態を明 らかにす ることは,適 正 な薬物療法 を設定 し,有 効性 と安
全性を確保す る上で きわめて重要 とな る。本研究 は,vitaminK2同 族体 のひ とつ であ り,骨 粗懸 症 治療
薬 と して期待 されるmenaquinone-4を 取 り上 げ,そ の体 内動態 の解析を行 った ものであ る。
まず,信 頼度 の高 い生体内menaquinone-4測 定法を開発 を行 った。 本薬物 の構 造上 の特 徴 で あ るナ
フ トキノ ン骨格 に着 目 し,オ ンライ ン化 還元 し,発 蛍 光性 の ナ フタ レ ン誘導 体 に導 きこれを検 出す る
HPLC法 と,液 ・液抽 出法 を組 み合 わせ,定 量限界1ng/m1と い う分離分析法 を考案 した。一方,活 性
発現の場で ある骨組 織 にお ける代謝を明 らかにす るうえでmenaquinone-42,3-epoxideと の同 時定
量が不可欠 とな る。 そ こで,LC/MS/MSを 用 いる高感度,高 選択的一斉分析法 を確立 した。
つ いで,ソ フ トカプセル剤 を用い,健 常動物(ラ ッ ト,イ ヌ)に お けるmenaquinone-4の 体 内動 態
を吟味 した。 その結果,経 口投与 後すみやかに吸収 されること,骨 組織へ の移行 も良好で あ り,投 与後24
時で も未変化 体が主 で あること,主 な排泄経路 は胆汁 を介 した糞 中排泄で ある ことが判明 した。 また脂溶
性 であ る本薬 物の吸収 は,食 事 中の脂肪含量 に影響を受 け,胆 汁酸 による ミセル形成 もこれ に寄与 す るこ
とを指 摘 した。 さ らに,加 齢 ラ ッ トでは,若 齢 ラッ トに比 し,ク リア ランスが0.6倍 と低下 してお り,こ
れが肝 臓での代謝活 性の低下 に起 因す ることを証明 した。
次 いで骨粗懸症 モデ ル動 物 と して卵巣摘 除 ラ ッ トを用 い病 態時 にお けるmenaquinone-4の 体 内動 態
に検討 を加 えた。反復投与 後の血 中濃度 は,卵 巣摘除群,コ ン トロール群で差 は認 め られなかった。一方,
骨組織 で は高濃度を持続 し,反 復投与 によ る蓄積が認 あ られ,し か も摘除群で高値が認 め られ,本 薬物が
骨代謝 の盛 んな海綿 骨 に局 在 してい ることが判 った。 これ はmenaquinone-4の 骨形 成 へ の関与 を示 唆
す るもの といえ る。
そ こで,骨 組織 での本薬物 の代謝 に検討 を加 えた。 すなわち,Menaquinone-4を ヒ ト骨 芽細胞 と10日
間 イ ンキ ュベー トし,先 に設定 したLC/MS/MS法 によ り測定 した結果,代 謝物で あるMenaquinone-
42,3-epoxideを 確認 す るとともに,こ の濃度がMenaquinone-4の 添加濃度 に応 じて上昇 し,ま た
warfarinの 併用 によって増加す ることを認 めた。 この結果 は,骨 組織 においてvitaminKサ イクル の回
転 してい ることを立証 した ものであ る。
以上,本 研究 は,骨 粗懸症治療薬Menaquinone-4の 体内動態を解析 し,本 薬物 が標 的臓器 で あ る骨
組織 と りわけ骨代謝 の盛 んな海綿骨 に効率的 に移行 し,そ の薬効を発 現す ることを明 らかにす るととも
に,肝 臓 と同様 に骨組織 において もvitaminKサ イクル と連動 す る γ一カルボキ シル化 の行 われてい る こ
とを は じめて指摘 し,こ れが薬効 の発現 に大 き く寄与 する ことを見出 した ものであ り,博 士(薬 学)の 学
位論 文 と して合格 と認 める。
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